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on salt que certains lipldes possedent la propri^t^ de 
former, en presence d'une phase aqueuse. des phases mesomorphes 
dont I'etat d 'organisation est intermedlaire entre I'^tat cristal- 
im et I'etat liqulde. Parmi ces llpides, il est connu que certains 

5 peuvent gonfler en solution aqueuse pour former des spherules dls- . 
persies dans le mlUeu aqueux. ces spherules etant constltuees par 
des couches blnol^culalres ou multimoleculaires constituant des 
feuillets senslblei^ent concentrlques. Les spherules de ce type, 
denonun^s de fa5on g^nirale llposon«s. peuvent Stre utilises pour 

10 enfermer des solutes aqueux comportant des substances actives, les- 
dltes substances se trouvant dans les compartin«nts aqueux compris 
entre les doubles couches lipldiques et etant ainsi protegees cen- 
tre les conditions ext^rieures. 

On a d^jk propose d'obtenlr des liposomes a partir de 

15 composes lipldiques ioniquea, ces liposomes repondant k la formula 
g^nirale 

X — Y 

dans laquelle X est un groupe hydrophile polaire et Y est un groupe 
hydrophobe non polaire : par exemple. dans le brevet fransais 

20 2 221 122. on a diik d6crit des liposomes de ce type ayant des dia- 
nfetres Inf^rieurs a 1 000 A. et dans le brevet frangais 75-20*56. 
on a d^Jk decrit des liposomes de ce type ayant des dlamitres com- 
pris entre 1 000 et 50 000 A. Oe plus, on a ^galement decrit dans 
le brevet fran?ais 75-20*56 des liposomes ayant un diametre compris 

25 entre 100 et 50 000 A et obtenus a partir d'un compose llpldique 
dlsperslble dans I'eau. ayant pour formule g^n^rale 

X.. y 

formule dans laquelle X represents un groupe hydrophile non-ionlque 
et y repr^sente un groupe lipophile . On connait done, a ce Jour, 
50 des dispersions de liposomes ioniques ou non-ioniques de diff^rentes 
tallies, et I'on a egalement decrit dans la demande de certlficat 
d 'addition fran9ais 77-5* 2*9 des dispersions oontenant plusieurs 
types de liposomes, chaque type renfermant des substances actives 

diffirentes. . . 

35 L'mt^rSt des compositions renfermant des liposomes ioni- 

ques ou non-ionlques est en pratique limits par deux caract^rlsti- 
ques essentlelles de ces liposomes, k savoir leur stability et leur 
l«per«6abllit4. II convient d 'assurer pour les liposomes en cause une 
stabillti suffisamment grande pour que ces liposomes subsistent a 

40 I'etat de spherules pendant un tewps suffisamment long pour que les 
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• compositions puissent etre utllisees avant que les spherules ^alent 
disparu par coalescence. II faut en effet noter que I'etat d orga- 
nisation thermodynamiquement stable des llpldes hydrates est celui 
de la phase lamellalre a structure feuilletee ; 11 y a done ten- 
5 dance k la coalescence des spherules et cette tendance est plus 
ou moms prononc4e selon la taille des liposomes et selon la nature 
des composes llpidlques qui les constituent. Par ailleurs, 11 
convient de pouvoir disposer de liposomes qui maintiennent encap- 
sulees les substances actives enfermees entre les doubles couches 
10 llpidlques. et a cet egard. on a d'ailleurs constat^ que les lipo- 
somes ayant des tallies relatlvement grandes. par exemple comprises 
entre 1 000 et 50 000 A, etaient plus interessants que les liposo- 
mes ayant des tallies relatlvement petites, par exemple comprises 
entre 100 et 1 000 A. en raison du fait que la permeablllte de ces 
15 liposomes d^crolt quand le diametre noyen des liposomes augmente. 
II s'avere done d'une grande importance sur le plan pratique de 
trouver un moyen permettant d'eviter l' instabilite et la permeabl- 
llte des liposomes pour permettre leur utilisation satisfalsante 
longtemps aprfes leur fabrication. 
20 La pr^sente invention a pour but de proposer un moyen tel 

que ci-dessus indlqu^. et ledit moyen consiste a lyophillser les 
dispersions de liposomes apres leur preparation. On a en effet 
constate, selon l' invention, que de fagon tout-a-fait inattendue. 
les compositions contenant des liposomes, lorsqu'eltes ^^aient lyo- 
25 phillsees pouvaient gtre rehydrafc&s sans que la lyophllisation 

BKjdlfie la structure et la dimension des spherules. Cette 

constatation est particulierement surprenante quand on se rappelle 
que les liposomes ont une structure entierement lipidique organis^e 
autour de I'eau et que done, contrairement aux cellules de type 
30 classlque dont la lyophllisation est connue, les liposomes ne be- 
neficient pas de facteurs de stabilisation dOs a la presence de 
polymeres tels que les proteines. De plus, la formation f « ^^P^" 
somes depend de i'etat d'ordre des chalnes llpidlques. c est-k-dire 
est en relation directe avec la temperature, les lipides k chalnes 
35 longues saturees ne pouvant donner des liposomes qu au-dessus d une 
certame temperature qui correspond sensiblement a la temperature 
de fusion des chalnes paraff Iniques des lipides consideres. Or, le 
processus de lyophllisation fait appel a de basses temperatures et 
I'homme de I'art devrait. en consequence, s'attendre k ce que cette 
40 lyophllisation detrulse la structure des liposomes. L invention 
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a permis de constater que, contralrement a toutes les deductions 
loglques de l*horame de I'art, le passage des liposomes par dec bas- 
ses temperatures et 1 'elimination d'eau ne detruisaicnt pas la 
structure des liposomes, de sorte que les lyophillsats de liposo- 
5 DS8 peuvent Stre rihydrates et redonner nalssance par r^hydrata- 
tlon k des dispersions aqueuses identiques aux dispersions ini- 
tlales avant lyophilisation. 

II est clair que I'invention permet d'ameliorer consld6*f 
rableroent les possibilites d 'utilisation pratiques des liposooes 

10 pulsquc par lyophilisation on evite pendant tout le temps de la 
conservation a l^^tat lyophilise, toute transormation des lipo- 
sones, c'est-k-dire toute coalescence et toute migration par per- 
meability des substances actives enfermees dans les liposomes. 
En effet, on a pu constater que ce proc^de de lyophilisation per- 

15 net d'obtenir des liposomes dont la quantite de substance encap- 
suiee n'est pas roodifiee au cours de 1 'evaporation de I'eau. De 
plus, apr^s rehydratation du lyophllisat on observe que la taille 
des liposomes est la roeme que celle avant lyophilisation • On peut 
done envisager^ grace a l' invention, de preparer extemporanijoent 

20 des dispersions de liposomes ayant des tallies qui correspondent 
k une trhs grande instabllite, car il suffit de lyophiliser ces 
dispersions suffisamment vite apres leur preparation pour pouvoir 
les malntenir pendant un temps de stockage quelconque k l*etat 
lyAphylise et les reg^nerer ensuite par r^hydratation au moment 

25 desire. Oe plus, les lyophillsats de liposomes selon 1 'invention 
possfedent les avantages g^n^raux des produits lyophilises, sur le 
plan de la protection contre la contamination bacterienne et de 
I'oxydation en particulier. 

La pr^sente invention a, en consequence, pour objet un 

30 precede de conservation de composition a base de dispersions 
aqueuses de spherules dites liposomes, const ituees de couches 
rooieculaires organisees, entre lesquelles est encapsuiee une pha- 
se aqueuse, renferroant au moins une substance active, ces couches 
etant constituees d'au moins un compose lipidique .ayant pour 

35 f ormule .generale 

X Y 

formule dans laquelle Y represente un groupe lipophile et X 
represente un groupe hydrophile ionique ou non-ionlque, le dia- 
mfetre des spherules etant comprls entre 100 et 50 000 A environ, 
40 - 
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, caracterise par le fait qu'en premier lieu. on prepare. 

de fagon connue. une dispersion aqueuse de liposomes j qu'en deuxie- 
„B lleu.on soumet ladite dispersion a une lyophilisation realisee 
■ de faQon classique, afln d'obtenir une pSte ou un solide ; et qu'en 
5 trolsieme lleu.peu de tenips avant 1 'utilisation de la composition, 
on rehydrate le lyophilisat pour regenerer la composition inltiale. 

Dans un mode pr6f^r4 de mise en oeuvre du proK^de selon 
1' invention, on introduit dans la composition de liposomes a con- 
server des charges destinees k empgcher la prise en masse ou en mot- 
10 te des produits obtenus par lyophilisation ; les charges peuvent 
avantageusement Stre choisies dans le groupe form^ par les sels mi- 
n^raux, la sillce coUoIdale, les amidons et les aluminosilioates tels 
que les bentonltes ; la lyophilisation est obtenue en abaissant la 
temperature de la composition de liposomes au-dessous de -30'C, la 
15 composition 4tant disposee en une couche de faible epalsseur, et en 
faisant evaporer k une temperature comprise entre 15 et 60*C, sous 
une trfes basse pression ; la pression d'^vaporatlon est de I'ordre 
de 0,01 millibar, la temperature du condensateur etant d 'environ 
-70'C et 1 'evaporation etant maintenue pendant environ 12 heures. 
20 La presente invention a egalement pour objet le produit 

industriel ncuveau que constitue une composition de liposomes lyo- 
phillsee telle qu' obtenue a la deuxlfeme etape du precede ci-dessus 
definl. 

Dans un mode prerere de realisation, la composition selon 
25 1' invention comprend des charges destinees a empecher la prise en 
masse ou en motte ; les charges sont choisies dans le groupe forme 
par les sels mlneraux, la sllice colioldale , les amidons et lesatoBL- 
no«ilicates;ies composes lipidiques constitutifs des liposomes sont, 
pour tous les liposomes de la composition, ou bien des composes 
30 ioniques, ou bien des composes non-ioniques ; les liposomes de la 
composition sont d'au moins deux types, les substances actives, 
enfermees dans les liposomes de chague type etant dlfferentes ; pour 
les composes lipidiques constitutifs des liposomes de la composition. 
Y represente une chalne lipophile nontenant de 12 k 30 atomes de 
. 35 carbonej Y peut avantageusement Stre choisl dans le groupe forme 
par les chalnes laurique, tetradecylique, hexadeoylique, oieique, 
Isostearylique, lanolique ou alcoylphenyl »' * P«"* avan- 
tageusement Stre un groupement hydrophile non-lonique choisi dans 
la classe formee par des groupements polyoxyethylenes ou polyglyce- 
40 roies et des esters de polyo.l oxyethylenesou non. X peut egalement 
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etre avantageusement un groupement hydrophlle ionique forme par un 
compose amphotere comportant deux chalnes llpophlles avec une as- 
sociation de deux Ions de slgnes opposes. 

Dans Ificasoules composes lipidiques formant les liposomes 
sont des composes non ioniques, lesdits composes lipidiques peuvent 
avantageusement etre choisis dans le groupe forme par : 

- les ethers de polyglycerol lineaires ou ramifies de 
formules respectives : 

R - (OCHg CH OH CHg-^jj OH 

et 

R e 0 CHg CH-)-jj OH 



i<; CH OH 

15 2 

n etant un entier compris entre 1 et 6, R etant une chatne alipha- 
tique lineaire ou ramifiee, saturee ou insaturee, comprenant de 12 
k 30 atomes de carbone, les radicaux hydrocarbon^s des alcools de 
20 lanollne ou les restes hydroxy -2-alkyle des <<- diols a longue 
chatne ; 

- les alcools gras poiyoxyethylenes ; 

- les esters de polyol oxyethylehes ou non et, par 
exemple, les esters de sorbitol polyoxyethylene ; 

25 - les glycolipides d*origine naturelle ou synthetique, 

par. exemple les cerebrosides, 

Dans la composition qui est soumise k la lyophilisation, 
la phase aqueuse encapsulee dans les liposomes est une solution 
aqueuse de substances actives ; la phase continue qui entoure les 

30 liposomes est une phase aqueuse isotonique par rapport k la phase 
encapsulee de la dispersion ; la proportion du polds des liposomes 
par rapport au poids de la phase continue de la dispersion est 
comprise entre 0,01 et 0,5 environ. 

cans 3ecas ou fes Uposomes sont otteius k P^^^^^^^^^fdrl^ 

35 diques non-lonJqtes, ]fis conpositjons soumjses a 3a lyqiiHisatiDn peuvent f 

divers additlfs en vue de modifier la permeabilite ou la charge su- 
perficielle des liposomes. On citera a cet egard 1 'addition 6ven- 
tuelle des alcools et diols a longue chatne, des sterols, par exem- 
ple le cholesterol, des amines a longue chatne et de leurs derives 

^0 ammonium-quaternaires, des dihydroxyalkyl-amlnes, des amines grasses 
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polyoxyethylenees, des esters d'aniino-alcools a longue chaine, de 
leurs sels et derives ammonlum-quaternaires, des esters phosphori- 
ques d'alcools gras, par exemple de dicetyl-pl^osphate de sodium, 
des alkylsulfates, par exemple le cetyl-sulfate de sodium, de cer- 
5 tains polymeres, tels que les polypeptides et les prot^ines. 

La composition soumise a la lyophilisatlon peut compcrter 
des liposomes renfermant des substances actives de toutes sortes, et 
en particulier des substances ayant un interet pharmaceutique, ou 
alimentaire^ ou des substances ayant une activite cosmetique, - Les 

10 substances actives peuvent etrej par exemple, en ce qui concerne la 
cosmetique : les produits destines aux soins de la peau et du che- 
veu, par exemple des humeetants, tels que la glycerine, le sorbitol, 
le penta^rythritol, 1* inositol, I'acide pyrrolidone-carboxylique 
et ses sels ; des agents de brunissage artificiels tels que la 

15 dihydroxyacetone, 1 'erythrulose, la glyceraldehyde, les ?J-dial- 
d^hydes tels que l' aldehyde tartrique (ces produits pouvant even- 
tuellement etre associes a des colorants) ; des agents antisolaires 
hydrosolubles ; des anti-perspirants, des deodorants, des astrin- 
gents, des produits rafraichissants, toniques, cicatrisants, kera- 

20 tolytiques, depilatoires ; des eaux parfumees ; des extraits de tis- 
sus animaux ou vegetaux, tels que proteines, polysaccharides, li- 
quide amniotique ; des colorants hydrosolubles, des agents anti- 
pelliculaires, des agents antiseborrheiques, des oxydants (ajgents 
de decoloration) comme l*eau oxygenee, des reducteurs tels que 

25 I'acide thioglycolique et ses sels, Comme substances actives phar- 
maceutiques on peut citer : les vitamines, les hormones, les enzy- 
mes, (par exemple, la superoxyde dismutase), les vacclns, les anti- 
inflammatoires (hydrocortisone, par exemple) les antibiotiques, les 
bactericides. 

30 Pour mieux faire comprendre I'objet del' invention, on 

va en decrire maintenant, a titre d'exemples purement lllustratifs 
et non limitatifs, plusieurs modes de mise en oeuvre et plusleurs 
modes d'utilisation, 
^xemple I : 

35 Dans un ballon de 100 ml, 320 mg du produit de forraule 

genera le : 

R — / 0 - CH -A OH 

\ oh; - 
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R ^tant le radical alcoyle des alcools de lanoline hydrogenee et n 
ayant une valeur statlscique moyenne de 3, et 80 mg de cholesterol 
sent dissous dans 5 ml d'un melange chlorofcrroe/niethanol dans le 
rapport 2 : 1. On evapore le solvant a I'aide d'un evaporateur ro- 
tatif, puis on elimine les dernieres traces de solvant en soumet- 
tant le prodult pendant 1 heure a la pression reduite donnee par 
une poR^e a palette. 

A la temperature de 40**C, on net le film lipidlque obtenu 
en contact avec 10 ml d'une solution aqueuse a 8^ du sel de trietha- 
nolamine de I'aclde urocanique. Le ballon est ensuite place sur une 
secoueuse et fortement agtte pendant 2 heures a 40^0 ; puis on 
imfroldit progress! vement Jusqu'a revenir a la temperature anibiante. 
La dispersion obtenue est fluide. La taille des liposomes est infi- 
rieure ou ^gale au micron, 

i On plonge le ballon dans l' azote liquide avec un mouvement 

de rotation sur lui-meme afin d'obtenir la congelation du produit 
sur les parois du ballon, puis on le place pendant 12 heures dans 
un lyophilisateur. On obtlent de cette manlfere un produit pfiteux 
que I'on conserve pendant plusieurs Jours. 

) Par addition d'au moins 3i5 ml d'eau au produit lyophi- 

llsi ainsi conserve, on obtlent a nouveau une dispersion de sphe- 
rules ayant un diametre inferieur ou egal au micron. 
Exemple 2 : 

Dans le fond d*un tube k essais de 50 ml, on melange 
5 intimeroent k I'aide d'une spatule 190 mg du. produit de formule 
g^n^rale : 



OCHg - CH 







,0H_ 


n 



"2 " J 



OH 



50 oil R est le radical hexadecyle et H a une valeur statistlque moyen- 
ne de 3, 190 mg de cholesterol et 20 rag de dlcetylphosphate de so- 
dium. Le melange est fait a la temperature de 90'C puis raroene a 
70'C par 1 ' Intermddiaire d'un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 

35 d'une .olution aqueuse k2% (PH l)dasel de sodium de I'aclde L-pyrroli- 
done earboxyllque. On homogineise a la spatule jusqu'a obtenir une 
phase lamellaire tres hydrat^e. On ajcute 7.5 de la solution aqueu- 
se k 2ji (pH 7) du sel de sodium de I'acide L-pyrrolidone earboxyll- 
que. On Immerge profonderoent dans la dispersion la tete d'un ultra- 

40 disperseur vendu sous la denomination commerciale "ILa". On disperse 
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en augmentant progressivement la vi^esse de rotation jusqu'a la 
Vitesse maximum que I'on malnt lent pendant environ 30 minutes. On 
laisse la temperature du bain-marie revenir progressivement a I'ara- 
biante. La dispersion obtenue est fluide. La taille des liposomes 
5 est de I'ordre du micron. 

On transvase la dispersion dans un ballon rond de 100 ml 
que I'on plonge dans 1 'azote liquide avec un mouvement de rotation 
sur lui-mSme afin d'obtenlr la congelation du produit sur les parois 
du ballon, puis on le place pendant 12 heures dans un lyophilisa- 
10 teur. On obtient de cette manlere un produit pSteux, de couleur 
blanche, que i'on peut conserver. 

Par addition de plus de 3,5 ml d'eau au produit lyophili- 
ae. on obtient une dispersion de spherules individualis^esdont la 
taille moyenne est de i'ordre du micron. 
15 II est possible de soumettre aux ultra-sons la disper- 

sion de liposomes avant la lyophilisation : la taille des spherules 
est alors tres faible (diametre : 500-1 000 A ). Apres lyophilisa- 
tion et rehydratation du lyophilisat. on obtient une dispersion 
de liposomes de mSme diametre. 

Dans le fond d'un tube a essals de 30 ml, on melange in- 
timement a I'aide d'une spatule 75 WS prodult de formule s4n6- 

rale : p 

R -j- 0 CHg - CH 

25 L °"2°". 

R 6tant le radical hexad^cyle et n etant. «gal a 2, avec 20 mg de 
cholesterol et 5 mg de dlc^tyl-phosphate. Le melange est fait h. la 
temperature de 70'C au moyen d'un bain-marie. 

30 On met ce melange en contact avec 2,5 nil d'une solution 

aqueuse de chlorure de sodium k 556. On horoogenelse a la spatule 
Jusqu'k obtenir une phase lamellalre trfes hydrat^e. On ajoute 7*5 nl 
de la solution aqueuse de chlorure de sodium a 5%. On Immerge pro- 
fondement dans la dispersion la tSte d'un ultra-disperseur "ILA". 

35 On disperse en augmentant progressivement la Vitesse de rotation 
de la tete Jusqu'k la vitesse maximum que i'on maintient pendant 
environ 30 minutes. On laisse la temperature du bain-marie revenir 
progressivement a I'amolante. La dispersion obtenue est fluide. La 
taille des liposomes est de i'ordre du micron. 

40 On transvase la dispersion dans un ballon rond de 100 ml 
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que I'on plonge dans 1 'azote liquid- avee un moiivement de rotation 
aur lui-mSme. afin d'obtenlr la congelation du produit sur les pa- 
rols du ballon. On laisse le ballon pendant 12 heures dans un lyo- 
phillsateur. On obtient de cette maniere un produit poudreux, de 
5 eouleur blanche que I'on peut conserver. 

Par addition d'au moins 1 ml d'eau au produit conserve, 
on obtient une dispersion des spherules individualisees ayant une 
taille moyenne de I'ordre du micron. 

La dispersion initiale peut etre egalement soumise aux 
10 ultra-sons avant lyophllisation, pour reduire la taille des llposo- 
mes de la dispersion. 

^''^""'^^ " oans un ballon rond de 100 ml, 128 mg de lecithine. d'oeuf 
hydrogen^. 15 "g de cholesterol, 7 nig de dicetyl-phosphate sont 
15 dissous dans 5 na d'un melange chloroforme/m^thanol dans le rapport 
2 : 1. On evapore le solvant a I'aide d'un evaporateur rotatif, puis 
on elimine les dernieres traces de solvant en soumettant le produit 
pendant 1 heure k la pression r^duite donnee par une pompe a palet- 

tos* I 

20 on met le film lipidique obtenu en contact avec 4 ml d une 

solution aqueuse d'acide ascorblque 0,3 M. L'experlence est faite 
k la temperature de kO'C. Le ballon place sur une secoueuse est 
fortement agit^ pendant 2 heures k 40«C, puis refroldi progressi- 
vement Jusqu'a revenlr a la temperature ambiante. La dispersion ob- 

25 tenue est fluide. La taille des liposomes es. inferieure ou ^gale 

au micron. . 

■ on plonge le ballon dans l' azote liqulde avec un mouvement 

de rotation sur lul-meme afin d'obtenlr la congelation du produit 

sur les parois da ballon, puis on le place dans un lyophllisateur 
30 pendant 12 heures. On obtient de cette maniere un produit pateux 

de eouleur blanche, que i'on peut conserver. 

Par addition de plus de 1.5 ml d'eau au produit conserve. 

on obtient une dispersion de liposomes -.individualises de tallies 

inf^rieures ou 6gales au micron. 
35 La dispersion initiale peut Egalement Stre soumise aux 

ultra-sons avant lyophllisation, pour reduire la taille des Ilpo- 

somes. 

ScemBiS^ O^ns le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange inti- 
40 mement k I'aide d'une spatule 300 mg de lecithine d'oeuf. 80 mg 



10 



2416008 



de cholesterol, ei 20 mg a" dicdtyl-phosphate. I« melange est fait 
a la temperature de 60»C. puis ramene a 40«C au moyen d'un bain- 
marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 

5 d'une solution aqueuse a 2.5% (pH=7) du sel de sodium de I'aoide 
lactique. On homogeneise a la spatule jusqu'a obwnlr une phase 
lamellaire trha hydratee. On ajoute 7.5 nd de la solution aqueuse 
du sel de sodium de I'acide lactique k 2,5%. On immerge profondement 
dans la dispersion la tgte d'un ultra-disperseur "ILA". On disperse 

10 en augmentunt progress ivement la vitesse de rotation de la tete 
jusqu'a la vitesse maximum que I'on maintient pendant environ 30 
minutes. On laisse la temperature du bain-marie revenir progressi- 
vement a I'anibiante. La dispersion obtenue, est fluide. La taille des 
liposomes est sup^rleare au micron. La dispersion peut etre soumise 

15 aux ultra-sons sous azote ; la tallle^des liposomes devient alors 
tres inferieure au micron (25O-I 000 A). 

On transvase la dispersion obtenue dans un ballon rond de 
100 ml que I'on plonge dans I'azote liquide avec un mouvement de 
rotation sur lui-meme afln d'obtenir la congelation du produit sur 

20 les parois du ballon. On laisse alors le ballon pendant 12 heures 
dans un Uophylisateur. On obtient de cette mani^re un produit pail- 
lete de couleur brune, que i'on peut conserver. 

Par r^hydratation du produit conserve avec au molns 3,5 
na d'eau. on retrouve des liposomes individualises de taille infe- 

25 rieure (250-1 000 A) ou superieure au micron selon que la disper- 
sion a et4 ou non soumise aux ultra-sons avant lyophilisation. 

Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange in- 
timement a I'aide d'une spatule 300 mg de lecithine d'oeuf. 80 mg 
30 de cholesterol et 20 mg de dice tyl -phosphate de sodium. Le melange 
est fait a la temperature de 60'C. puis ramene a 40«C au moyen 

d'un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 
d'une solution aqueuse a iVoo de I'enzyme superoxyde dlsmutase. 

35 On homogeneise k la spatule Jusqu'a obtenir une phase lamellaire 
tres hydratee. On ajoute 7,5 ml de la solution aqueuse a iV- 
I'enzyme superoxyde dlsmutase. On immerge profondement dans la 
dispersion la tSte d'un ultra-disperseur "ILA". On disperse en 
augmentant progressiveaent la vitesse de rotation de la tete 

40 jusqu'k la vitesse maximum que i'on maintient pendant environ 
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30 minutes • On laisse la temperature du bain-marie revenir pro- 
gresslvement a I'amblante. La dispersion obtenue est fluide • La 
tailie des liposomes est superieure au micron. La dispersion 
peut etre soumise aux ultra-sons sous azote ; la taille des lipo- 
somes devient alors tres inferieure au micron (250-1 000 A). 

On transvase la dispersion obtenue dans un ballon .rond 
de 100 ml et on introduit 300 mg d'aluminosillcate dans le bal- 
lon que I'on place environ 30 minutes sue une secoueuse. On 
plonge ee ballon dans 1 'azote llquide avec un mouvement de rota- 
tion sur lui-merae. afin d'obtenir la congelation du produit sur 
lea parois du ballon. On laisse alors le ballon pendant 12 heures 
dans un lyophilisateur. On obtient de cette maniere un produit 
blanc, poudreux que I'on peut conserver. 

Par rehydratation du produit conserve avec au moins 
3,5 ml d'eau, on retrouve des liposomes individualises de taille 
inferieure (250-1 000 A) ou superieure au micron, selon que la 
dispersion a it6 ou non soumise aux ultra-sons avant lyophlllsa- 
tion. 

Dans un ballon de 100 ml, 320 mg du produit de formule 

g^n^rale 

R (OCH^ - CH ) OH 

CHgOH n 

R etant le radical alkyl des alcools de lanoline hydrog^nee 
et n ayant une valeur statistique rooyenne de 3i et 80 mg de cho- 
lesterol sont dissous dans 5 ml d'un melange chloroforne/methanol 
dans le rapport 2:1. On ^vapore le solvant k I'aide d'un evapo- 
rateur rotatif, puis on ellmine les derniferes traces de solvant 
en soumettant le produit pendant 1 heure a la pression redulte 
donnie par une pompe k palettes. 

A la temperature de 40'C, on met le film lipidique ob- 
tenu en contact avec 10 ml d'une solution aqueuse k 3^ de gly- 
cerol . 

Le ballon est ensuite place sur une secoueuse et forte- 

ment agite pendant 2 heures a 40*C ; puis on refroidit progres- 

sivement Jusqu'k revenir a la temperature ambiante. La dispersion 

obtenue est fluide. La taille des liposomes est inferieure ou 

egflde au micron. 

On introduit 500 mg d'aluminosillcate dans le ballon que 

I'on replace environ 30 minutes sur la secoueuse. 
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on plonge le ballon dans l' azote liquide avec un mouve- 
ment de rotation sur lul-meme afin d'obtenir la congelation du 
produit sur les. parois du ballon, puis on le place pendant 12 
heures dans un lyophillsateur. On obtlent de cette manlfere un 
produit blanc, poudreux, que I'on peut conserver. 

Par addition d'au moins 3,5 na d'eau au produit lyo- 
philise ainsl conserve, on obtient a nouveau una dispersion de 
spherules ayant un diametre inferieur ou ^gal au micron. 

Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange 
intimement a I'alde d'une spatule l80 mg du produit de foroule 
g^n^rale p 

R H- OCHg - 

L CH, 



CHgOH J 



OH 



oil R est le radical hexadecyle et R a une valeur statlstique 
moyenne de 3, 180 mg de cholesterol et 40 mg de dicetyj-phosphate 
de sodium. Le melange est fait k la temperature de 90*C puis 
ramene a 50'C par 1 ' interm^ diaire d'un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 
d'une solution aqueuse a 5Jt d'imrauno globulines Ig A. On homo- 
g^neise h la spatule Jusqu'a obtenir une phase lamellaire trfes 
hydratee. On ajoute 7.5 ml de la solution aqueuse a 9 */•• 
chlorure de sodium. On Immerge profond^ment dans la dispersion 
la tSte d'un ultra-dlsperseur vendu sous la denomination "ILA". 
On disperse en augmentant progressivement la vitesse de rotation 
Jusqu'k la Vitesse maximum que I'on maintient pendant environ 
30 minutes. On laisse la temperature du bain-marie revenir pro- 
gressivement k I'ambiante. La dispersion obtenue est fluide. La 
tallle des liposomes est superieure ou egale au micron. 

on plonge le ballon dans l' azote liquide avec un mouve- 
ment de rotation sur lui-meme afin d'obtenir la congelation du 
produit sur les parois du ballon, puis on le place pendant 12 
heures dans un lyophillsateur. On obtient de oe^te manlfere un 
produit blanc, poudreux. 

Par addition de plus de 3,5 ml d'eau au produit lyo- 
phlllse, on obtient une dispersion de spherules individual isees 

dont la taille moyenne est superieure egale f 

II est bien entendu que les modes de mise en oeuvre ox 
dessus decrits ne sont aucunement limltatifs et pourront donner 
lieu k toutes modifications desirables, sans sortir pour cela dU 
cadre de l' invention. 
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REVENOICATIONS 
1 - Procede de conservation de composition a base de dis- 
persions aqueuses de spherules dites "liposotnes", constituees de 
couches mol^culalres organisees. entre lesquelles est encapsulee 
une phase aqueuse. renfermant au mcins une substance active, ces 
couches etant constituees d*au moins un compose lipidique ayant pour 
formule generale 

X — Y 

formule dans laquelle Y repr^sente un groupe liphophlle et X repre- 
sente un groupe hydrophile lonique ou non-ionique , le dlametre des 
spherules ^tant compris entre 100 et 50 000 A, caracterlse par le 
fait qu'en premier lieu, on prepare, de fa^on connue. une disper- 
sion aqueuse de liposomes ; qu'en deuxleroe lieu, on soumet ladite 
dispersion k une lyophilisation realisee de faQon classique, afin 
d'obtenir une pate ou un solide ; et qu'en troisieme lieu, peu de 
temps avant 1 'utilisation de la composition, on rehydrate le lyo- 
philisat pour reg^nerer la composition initiale. 

2 - Procede selon la revendication 1. caracterlse par le 
fait que I'on introduit dans la composition de liposomes a conser- 
ver des charges destinees a erapScher la prise en masse ou en motte 
des prodults obtenus par lyophilisation. 

3 - Procede selon la revendioatlori 2, oaract^rls^ par le 
fait que les charges sont choisies dans le groupe form6 par les 
sels mln^raux. la sillce colloldale, les amidons etles aluminoslllcates. 

4 - Procede selon I'une des revendications 1^3. carac- 
terlse par le fait que la lyophilisation est obtenue en abaissant 
la temperature de la composition de liposomes au-dessous de -30»C, 
ladite composition etant disposee en une couche de faible epaisseur. 
et en faisant 6vaporer a une temperature comprise entre 15 et SO'C, 
sous we tres basse pression. 

5 - Composition de liposomes lyophilisee obtenue a la 
deuxifeme etape du procede selon la revendication 1. 

6 - composition selon la revendication 5, caracterisee par 
le fait qu'elle comprend des charges destinees a empScher la prise 
en masse ou en motte . 

7 - composition selon la revendication 6. caracterisee par 
le fait que les charges sont choisies dans le groupe forme par les 
sels mmeraux. la silice oolloldale. lesamldons et les aluminosUicates. 

8 - Composition selon I'une des revendications 5 a 7, ca- 
racterisee par le fait que les coniposes lipidiques constitutifs des 
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ou blen 

liposomes sont 

des composes ioniques, ou bien des composes non-loniques. 

9 - composition selon I'une des revendications 5^8, ca- 
ract^rlsie par le fait que les liposomes qu'elle contient sont d'au 
5 moins deux types, les substances actives enfermees dans les liposo- 
mes de chaque type etann dlfferentes. 

10 - Composition selon I'une des revendications 5 a 9. ca- 
racterlsee par le fait que. pour les composes lipidiques constitu- 
tifs des liposomes de la composition, Y represente une chalne 11- 

10 phophile contenant de 12 a 30 atomes de carbone. 

11 - composition selon la revendicatlon 10. oaracteris^e 
par le fait que Y est choisi dans le groupe forme par les chalnes 
laurlque, tetrad^cylique. hexad^cylique, oleique. isoBtiarylique , 

lanolique ou alcoylph^nyl . 
15 12 - Composition selon i'une des revendications 5 a 11, 

caract^ris^e par le fait que. pour les composes lipidiques eonsti- 
tutifs des liposomes de la composition, X represente un groupement . 
hydrophlle non-lonique choisi dans la classe form^e par des groupe- 
ments polyoxy ethylenes ou polyglye^roles et des esters de polyol 

20 oxyethylenes ou non. 

13 - composition selon i'une des revendications 5 a 11.. 
caracterisee par le fait que. pour les composes lipidiques constl- 
tutlfs des liposomes de la composition, X est un groupement hydro- 
phlle ionique forme par un compost amphotere comportant deux chal- 

25 nes lipophiles avec une association de deux ions organiques de 

signes opposes. 

14 - composition selon I'ane des revendications 5 a 9 dans 
laquelle les composes lipidiques formant les liposomes sont des 
composes non-ioniques. caracterisee par le fait que lesdits conipo- 

30 s^s lipidiques sont choisis dans le groupe forme par : 

- les ethers de polyglycerol lineaires ou ramifies de 
formules respectlves : 

R - (OCHg CH OH Cn^^ OH 

et 

35 J, 0 cHg CH °" 

CHgOH 

n etant un entler compris entre 1 et 6, R ^tant une chalne allpha- 
40 tlque im^alre ou ramifiie. saturee ou insaturee, comprenant de 12 
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k 30 atones de carbone. les radicaux hydrocarbones des alcools de 
lanollne ou les restes hydroxy-2-alkyle des «A-diols a longue chat- 
ne ; 

- les alcools gras polyoxyethyl^nes ; . 

5 - les esters de polyol oxyethylenes ou non et, par exem- 

ple, les esters de sorbitol polyoxyethylenes ; 

- les glycolipldes d'origine naturelle ou synthetique, 
par exenple les cirebrosides. 

15 - Composition selon I'une des revendicatlons 5 a l4, 
10 caract^rls^e par le fait qu'elle comporte des additifs risant k 

modifier la permeability ou la charge superficielle des liposomes 
et prls dans le groupe forme par les alcools et diols a longue 
chalne, les sterols, les amines a longue chalne et leurs dirlvis 
amroonlun-quaternalres, les dlhydroxyalkyl -amines, les amines gras- 
15 ses polyoxy^thylen^es, les esters d ' amlno-aloools a longue ohalne 
ainsl que ieurs sels et derives ammonium-quaternaires, les esters 
phosphoriques d'alcools gras, les alkylsul fates, les polypeptides 

et les prot^ines. 

16 - Composition selon I'une des revendioations 5 ^ 15* 
20 oaraot^risee par le fait que les liposomes renferment des substan- 
ces actives k activity cosmetique prises dans le groupe forme par 
les prodults destines aux soins de la peau et du cheveu, les huraec- 
tants tels que la glycerine, le sorbitol, le pentaerythritol, l' Ino- 
sitol, I'acide pyrrolidone-carboxylique et ses sels, les agents de 

25 ttrunissageartificiels tels que la dihydroxyao^tone, I'erythrulose, 
la glycerald^hyde, les V-dialdehydes, lesdits agents de brunissage 
pouvant gtre ^ventuellement associes a des. colorants, les agents 
ahtiaolaires hydrosolubles, les anti-perspirants, les deodorants, 
les astringents, les produits rafraichissants, toniques, clcatri- 

30 sants, k^ratolytlques, depilatolres, les eaux parfumees. les 

extralts de tissus animaux ou vegetaux, tels que proteines, poly- 
saccharides, liquide amnlotique, les colorants hydrosolubles, les 
agents antlpelliculaires, les agents antiseborrh^iques, les oxy- 
dants tels que I'eau oxyg4n6e, les reducteurs tels que I'acide 

35 thioglycolique et ses sels. 

17 - Composition selon I'un.^ des revendicatlons 5 a 15. 
caracterls6e par le fait que les liposomes renferment des substan- 
ces a activlte pharmaceutlque telles que des vitaraines, des subs-' 
tances alimentalres, des hormones, des enzymes, des vaccins, des 

40 antlinflanBiiatoires, des antiblptiques et des bactericides. 
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